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ネギ (Al1iumfistulosum L.， 2 n = 2 x = 16) はユリ科(Liliaceae) 
のネギ属 (Allium) に属する野菜である.その栽培の歴史は古く 6
世紀の中国の古書「斉民要術j には土寄せのことが記載されているこ
とから，当時すでにネギの品種や栽培法が発達していたことが推定さ














れているのではenningset al.， 1990) ，その形質の付与が望まれる.
他方，ネギの均一な生育を確保するためには Fl品種の開発が有効な
手段と考えられる.将来的には ネギ属植物のニラ (A.tuberosum 










の切断・融合によってなされてきた (Shar盟 aand Knott， 1966). 最
近，組織培養系を用いることによって，外来染色体の転座が招来され








成することができる (Tanno.Suenagaet al.， 1988 ; Akagi et al.， 1995; 




















and Kaneko(1986)， Valk et al. (1992)， Song and Peffley(1994)， Karim 
and Adachi(1996)などいくつかの報告があるが，懸濁細胞培養系の開
発は Kimet al. (1996)の知見があるにすきない。ネギ属植物に範囲を
広げてみても，タマネギ (A.cepa L.) ，ニンニク (A.sativa L.) を主
として，カノレス誘導に関する多くの研究例 (Fridborg，1971; Havrane孟
and Novak， 1973; Novak， 1980， 1981; Doleze1 and Novak， 1985; Have1 
and Novak， 1988;中島， 1989;扉ら， 1991;高儀ら， 1992; Va1k et al.， 
1992; Karim and Adachi， 1996; Tanikawa et a1， 1996; Matuda and 
Adachi， 1996;高儀ら， 1996; Barandiaran et al.， 1999) が報告されて
いるものの，懸濁綿胞培養系については，リーキ(A.ampeloprasum L.) 





とした. Takebe et al. (1968) がタバコの葉肉組織から市販の酵素を
利用してプロトプラストを大量に調製することに成功して以来，ネギ
属植物においても当初からプロトプラストの単離に関する研究
(Otsuki and Takebe， 1969; Bawa and Torrey， 1971; Schnaる1，1980; 
田代ら， 1984;大揮・高柳， 1984) が精力的に進められた.さらに、そ
の培養についても試みられてはいたが (Bawaand Torrey， 1971;大
津・高柳， 1984; Feller， 1993)， 1980年代においては，ネギ属植物の
プロトプラスト培養の成功例はタマネギ (Wanget al.，1986)に限られ，
その研究例は極めて少ないことが指摘されていた (Fel1er，1993) . 1990 
年代に入って， リーキ (Buiteve1dand Creemers"Mo1enaar， 1994)， 


























た.最近になって， Buiteveld et al.(I998)によってリーキ (A. 






















それぞれの種子は，約 70%(v/v)のエタノー ノレ中で、 1分間洗浄し，続いて，







and Short， 1977)を基本とし，これに 4.5μM2，4-dichlorophenoxyacetic acid 
(以下， 2，4・Dとする.)， 0.44μM6・benzylaminopurine(以下， BAPとする.)， 
1.0 g. liter-1 カザミノ酸(DIFCO)，0.1または 0.2Mのショ糖，および0.2%






‘向小金系， (以上 2系統は鳥取県園芸試験場弓浜砂丘地分場から分譲)の 2
系統を用いた.それぞれの品種または系統の茎頂近傍組織(茎頂を含む 0.4-







濃度の 2，4・DとBAPを添加し，ショ糖濃度は O.lMとした.また， pH緩衝
剤として 20mMの2(N-morpholino)ethanesulfonic acid (以下， MESとする)
を加用した.その他の培地成分はよ記のカノレス誘導培地と同様とした.200 ml 
容量のガラス製培養プラスコに液体培地60mlを注入し，これをオートクレー
ブで 121't， 20分間の滅菌処理をしたものを用いた.150 'c -2時間の高温乾
燥滅菌処理をした 1mm角のステンレスメッシュ上で，幼植物および茎環カル
スを押しつぶして通過させ，圧縮細胞体積 (50Xgの遠心分離-3分間処理，以

















化し， PCVとして 0.1ml量の細胞塊を培養した.培養後 2週間自に，それぞ
れのPCVを測定した.試験は 3反復とした.







では， 0.05， 0.1， 0.2， 0.3，およびO.4M の5水準のショ糖濃度を検討した.









カノレスからのプロトプラストの単離は， 3 % (w/v)セルラーゼ・オノヅカ RS，
0.5 % (w/v)マセロザイム R-200 (以上，ヤクルト本社)，および 0.1% (w/v) 
ベクトリアーゼ Y-23 (Seishin Pharmaceutical Co.)の酵素組成で， 0.6Mマ
ニトー ノレ， 5 mM MES， CPW無機塩 (Frearsonet al.， 1973) ，0.1 % (w/v)デ
キストラン硫加をそれぞれ添加し， pHを5.8に調整した酵素液を用いた.酵




水準の α-naphthaleneacetic acid (以下， NAAとする)， 0.5， 1.0および 5.0
μMの 3水準の BAPを組合わせ，合計 6処理の試験区を設定した.基本培
地は窒素成分量を 1/2とした MS培地 (Murashigeand Skoog， 1964)を用い
た(以下， 1I2N-MS培地とするにその他の培地成分として， 1.0 g • liter-1カ
ザミノ酸， 10 mM MES， 0.22 % (w/v)ゲランガム， 0.15 M ショ糖をそれぞ




















良伯州5号'で置床した種子の 36.1--36.7 %，一方，‘金長'では 29.7--50.0%

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































， ， ?， ， ?? ?? ?， ， ?， ， ?， ， ?， ， ?
1.4 
唱トー四.Callus from shoot 
meristem region 












? ? 。 ?
14(days) 7 3 O 
。
culture 
Fig.2・2. Comparison of cell proliferation derived 
from two defferent tissues of J apanese bunching 










































































Fig.2・3.E宜ectsof cell partition through various size of stainless 
steel meshes on cell proliferation of Japanese bunching onion cv. 
'Kairyou-hakushu 5 Gou'and 'Kincho'; n=3. Different letters in the 
五伊rreat a 21 days culture indicate significant differences at the 5 % 





の中の窒素成分量を原法の 0/4，114， 2/4， 3/4および4/4とした培地を比較した
(Fig. 2・4.).その結果，窒素成分量が多いほどカノレスの増殖率が顕著に高く，






5号'では， O-800mg・liter-1区間のカルス増殖量は最大 17.7倍，最小 15.7
倍と処理区間で、大差がなかった.また金長'の場合も同様で，カザミノ酸無
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4/4 1/4 2/4 
Strength of nitrogen sources 
3/4 0/4 
。
Fig.2・4.E首ectsof nitrogen sources in liquid medium on 
callus development of J apanese bunching onion 2 weeks after 
incubation; n=3. 4/4 strength of nitrogen sources indicate 
that BDS-original nitrogen sources presented by Dunstan 
and Short (1977) were contained. Different letters on the col-
umn indicate significant differences at the 5 % level by Dun-
can冶multiplerange test. 
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Table2・3.Effects of casamino acids in liquid medium on callus development of 
Japanese bunching onion . 
Concentration of Packed cell volume (ml) Z 
Casamino acids 
( mg/liter) Kairyou-hakushu 5 Gou Kincho 。 1.68 ab 0.41a 
100 1.72 ab 0.51 b 
200 1.57 a 0.52 b 
400 1.66 ab 0.48 b 
800 1.77 b n.t.Y 
Z Packed cell volume was investigated after 2 weeks incubation. 
Kairyou・hakushu5 gou; n=4， Kincho; n=3.Di妊erentleters in the identical 
column indicate significant differences at血e5 % level by Duncan's multiple 
range test. 











Fig.2圃5.Appearance of vacuolated and non-vacuolated protoplasts. 
photograph A and B show the protoplasts isolated from the cultures in 
0.05 M and 0.2 M sucrose-containing medium， respectively. Arrow in 
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concentration (M) 
0.1 0.05 O 
Sucrose 
。
Fig.2・6.E百ectsof sucrose concentration in liquid medium on cel 
proliferation and vacuolation of Japanese bunching onion; n=4・
Di旺erentletters on the column indicate significant di妊erencesat the 5 





































































































































































































































































































































































































































四b1e2・5. Effi舵飴ofamino acids on plant regeneration勧，mall
suspension cu1知resof Japanese bunchlng onion. 




Control 64 28 43.8 
Serine 64 9 14.1 
Casam.ino acids 64 34 53.1 
z 20 mM L-serine and 1.0 g" 1 -1倒錯minoacids were飴sted.
y Above 2 mm callus in diame飴rwasu艶d.




















Number of subcultute 
3 
。
Fig.2・7.Degradation of redifferentiation ability during 
subculture of callus. Calli were subcultured at a 2 weeks 






























(Shahin and Kaneko， 1986;中島， 1989;高儀ら， 1992; Valk et al.， 1992; 
Song and Pe飽ey，1994; Karim and Adachi， 1996; Tanikawa et al.， 1996; 





その培養が行われている (Shahinand Kaneko， 1986; Havel and Novak， 1988; 
中島， 1989;藤ら， 1991; Valk et al.， 1992; Song and Peffley， 1994; Buiteveld 
et al， 1994; Karim and Adachi， 1996; Matuda and Adachi， 1996; Baran-
diaran et al.， 1999).本試験においてもこれらの知見を踏まえて， embryogenic 
callus の誘導を検討した.すなわち，培地中のショ糖濃度を 0.1および 0.2
M の2段階として浸透圧による embryogeniccallusの選抜を試みた.その結
果，‘金長'の場合では， 0.2Mのショ糖を添加したカノレス誘導率は O.lMのそ
れの約 1/2に低下するが，供試した 2品種とも embryogeniccallusの形成率
は 0.2Mのショ糖濃度区で多い傾向が観察され， embryogenic callusの浸透
庄は非embryogeniccallusに比べて高いことが示唆された.
ネギ属植物を対象とした懸濁細胞培養を行う場合，リーキの例(Buiteveld 
et al. 1994)を除いて，カルスは自然には細粒化しないことから， 1mm径の
ステンレスメッシュを用いてカルスを人為的に細粒化し培養することを試みた




















られなかった.一方，‘金長'は 100mg • liter-1以上で細胞の増殖率が高かっ
た.すなわち，カザミノ酸はネギ細胞の増殖に対して阻害的には働かないこと，
また，‘金長'では 100mg • liter-1以上では細胞の増殖率が高いことが示され











いと再分化能の低下が指摘されていることから (Buiteveldet al.， 1994; 







Adachi ( 1996)は， 3品種のネギカノレスからの植物体再分化を検討した結果，
1.0 mg.1iter-1のカイネチン単独添加の場合，植物体再生率は24%で、あったが，


































































として，マニトール濃度を 0.4， 0.5， 0.6， 0.7および0.8Mの5水準を設定し，
プロトプラスト収量およびプロトプラストの活性を調査した.供試材料は‘金
長'の幼植物カルスを起源とする懸濁培養細胞(継代培養後 2週間自の締抱)
を用いた.約 500mgの細胞を 10mlの酵素液に入れ， 280C， 4時間の往復振
とう (60strokes • min -1)処理を行った.酵素液組成は上記の 5水準のマニ
トール濃度に， 3 % Cellulase “ONOZUKA" (ヤクルト本社)， 0.5 % 
Macerozyme R-200 (同)および0.1% Pectlyase Y'23(盛進製薬)の酵素をそれ
ぞれ添加し，その他に， 5mMMESおよび CPW無機塩(Frearsonet al.，1973) 
および 0.1%デキストラン硫加を加え， pHは5.8とした.酵素処理を終えた
細胞は 50μmのナイロンメッシュで瀦過し，酵素を含まないそれぞれのマニ




活性 (Larkin，1976)を調査した.さらに， Nagata and Takebe (1970)の方
法に従い， Calcof1uorにより染色して細胞壁の消化状況を確認した.酵素液お











にナイロンメシュで櫨過し， 30， 60， 120， 240および 480X gの遠心分離
を3回繰り返し，プロトプラストを分離精製した.なお，酵素液と洗浄液中の
マニトール濃度は 0.63Mとした.各処理により得られたプロトプラストはそ









KN03と4 mM NH4N03の処方濃度を 5/5とし，その濃度を 4/5，3/5， 2/5， 
115および無添加 (0/5)に減じた処方で、プロトプラスト培養を行った.
















5μM) ， サイトカイニンとして BAP(0 -5μM)を採用し，これらの好適
な濃度組合わせを検索した.培養は6X4穴のマイクロプレート(コーニング
社)を利用し，所定濃度の植物生長調節剤で 1.5X105個 .m 1 -1に調整したプ
ロトプラスト懸濁液200μlを注入して培養した.試験は2反復で行った.
(3)糖組成
培地中のショ糖濃度を 0.40，0.45， 0.50， 0.55および0.60Mの6水準設定し，
これらを含む培養培地の浸透圧をオスモメーター(フォーゲ、ル社)により測定
するとともに，これらの培地にプロトプラストを1.0X105個 .m 1 -1の細胞
密度になるよう懸濁して培養を行った.
次に，培地中のショ糖とブドウ糖の濃度比を 0:4，1:3， 2:2， 3:1および4:0と
した 5種の糖組成で、プロトプラストの培養を行った.なお，培地の浸透庄はマ







培地中のビタミン類として， B5 (Gamborg et al.， 1968)， TM-2 (Shahin， 




加濃度をそれぞれ検討した.イノシトールは 0，100， 400， 1600， 4600および






























前章で確立したネギの懸濁培養細胞を材料として， 3% Cellulase 
“ONOZUK.A" RS， 0.5 % Macerozy血eR-200および PectlyaseY・23の酵素
組成で、プロトプラストの単離を検討した.その際に，酵素液中の好適な浸透圧
を検索するために，マニトール濃度として 5水準設定して試験を行った.その
結果を Table3・1.に示した.検討したマニトーノレの範囲で、は， 5.4-9.6 x 106 
個・ 19FW-1と多くのプロトプラストが単離された.その中でも，0.4 M のマ
ニトールを含む酵素液で、 9.6X106 個・ 19FW-1と最高のプロトプラスト収量
が得られた.低濃度のマニトーノレ濃度でプロトプラスト収量が多い傾向があっ
た.マニトール濃度が 0.7M以上になると，プロトプラスト収量は 6X 106 
個・ 19FW-1未満となり ，0.4 M 区の収量の 60%以下となった.FDA染色
によりプロトプラストの活性を調査した結果， 0.6M区で最高値の 94.9%と
なり，本条件下ではほとんどのプロトプラストが FDAで染色された(Fig.3・1.). 






Table 3・1. Effects of mannitol concentration on yield and 
viability of protoplasts derived from suspension cultures of 

















0.7 5.8 c 89.7 b 
0'.8 5.4 c 91.5 bc 
z Di宜erentletters in the same column represent significant 
differenc倒 byDuncan's mu1tiple range test at 5 % level (n=3). 
Y Protoplast viability was assessed by staining with f1uorescent 
diacetate (Larkin， 1976). 
-35-
Fig.3・1.Photograph of freshly isolated protoplasts derived 
from supension cultures of J apanese bunching onion cv. 
'KairヲTou-Hakushu5 Gou' stained by fluorescent diacetate 
(FDA). Viable protoplasts generated fluorescence (Larkin， 
1976)， but some protoplasts did not (white arrow-heads). 











3・2に示した.プロトプラスト収量は 60Xgの遠心条件で最高値 8.6X 106 
偲・ 19FW-1となった.最低値は480Xgで7.1X106個・ 19FW-lの収量で、あっ
た.プロトプラスト収量は 30-480Xgの遠心処理区間で、大差がなかった. 一
方，初期細胞分裂 (Fig.3・2B)率は遠心力の差が認められ， 30-120 X gの






BDS無機塩のなかに調合されている 25mM KN03と4mM NH4N03を対
照(これを 5/5と表記)として，これらの濃度を 0/5，1/5， 2/5， 3/5， 4/5とした
組成でプロトプラスト培養を行った (Table3-3.).その結果，4/5の処方で












Fig.3・2.Protoplast cultures in Japanese bunching onion cv. 'Kairyou-
Halushu 5 Goぜ.(A) Freshly isolated protoplasts from cel suspension 
culture， (B) First cel division after a week culture，(C) Actively dividing 
cel cluster after 2 weeks culture. Scale bars indicate 50μm. 
? 。?〈
?
Table 3・2.Effects of centrifugation force on protoplast yield 
and cell division in Japanese 
‘Kairyou-Hakushu 5 Gou' z. 
Centrifugation Protoplast 










bunching onion cv. 






480 7.1 a 6.4 a 
z Different letters in the same column represent significant 
differences by Duncan's multiple range test at 5 % level 
(n=3). 
Y Each centrifugation treatment was repeated three times. 
X Initial cell division was investigated 10 days after culture. 
-39-


















z S位engthof 盟国g間的，urcesin BDS ino培amc回]鵠 W部
pre鉛n飴das5/5. 
Y Cel di:吋SlOnw邸血.vestiga飴dafter a 8 days culture. Different 
let飴rsin the ∞，lumn時:pre鵠ntsi伊ficantdifferenωs by 
Thm倒的m叫.tiplerange test at 5 % level (n=3). 
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した.その結果を Fig.3-3.に示した.KN03を無添加とした場合，初期細胞









5mMの場合に最高の細胞分裂率 12.6%となった. 0，5および 10mMの濃












裂率は 5%以上と比較的に高かった.2，4-D濃度が 0.2μM以下では， BAP濃
度にかかわらずその率は 3%以下であった.
(砂糖組成
培地の好適な浸透圧を検索するため，ショ糖濃度として 0.40，0.45， 0.50， 
0.55および 0.60M を培地に添加して培養を行った.合わせて，オスモメー
-41-


















Z民 。。 5 10 15 20 25 
Concentration of potassuim nitrate (mM) 
Fig. 3-3. Effects of potassium 1首位ate(KN03) on initial cel division 
in protopl紙叫加reof Japanese bunching 0凶on.The cel division 
mte was investigated 10 days after incubation; n=3. Different letters 
indicate significant differences at the 5 % level by Duncan's 












?? 〉 ? ? ? ?
? ?
??? ???? ? ?
? ?
20 5 
Concentration of potassium chloride 
15 10 o 4 
(mM) 
Fig.3・4.E宜ectsof patassium ch10rideぽC1)on initia1 cel division in 
protoplast cu1ture of Japanese bunching 0:国on.
The initia1 cel division was investigated 10 days after血ω.bation;n=3. 
Di笹erentle仕ers血thefigure indicate sign温αntdi宜erencesat也e5%
level byDunα凶 multiplerange test. 
? ??
ぁ
Table 3・4. Effects of sulfate ( 8042一)in protoplast 























Not contained 177.3 *窓 X
z Contained; 1.01 mM ammonium sulfate 
( (NH4)2804 J and 1.0 mM magnesium sulfate 
(Mg804)， not contained; 2.02 mM ammonium 
chloride (NH4CI) and 1.0 mM magnesium chloride 
(MgCb) . 
Y Cell colonies in 6 cm culture dish were investigated 
45 days after culture. 





Fig.3・5.Colony development仕omprotoplasts of J apanese 
bunching onion cv. 'K，氾巧TOu.H北ushu5Gou'.仇)Colony 
development a:fter 30 days culture， (B) Visible micro.calli 
























Fig.3圃6.Effects of 2，4・dichlorophenoxyaceticacid (2，4-D) and 6・
benzylaminopurine (BAP) at different concen仕ationson initial cel 
division in protoplast cul加reof Japanese bunching onion. 
The rates of initial cel division were investigated 10 days after incuba-
tion. Each data point represents the mean value企omtwo replicates of 





のショ糖を含む培地の浸透圧を測定すると，それぞれ 0.54，0.63 osmol • kg-1 
で、あった.
ショ糖とブドウ糖の濃度割合を変えてプロトプラストの培養試験を行った.




















成数は 7個で、あったのに対し， 0.56 mMの添加でその数は飛躍的に向上し，






























Su crose concentrationO~) 
(Osmolality ; osmol/kg) 
Fig. 3-7. Effects of osmolality on initial cell division in protoplast 
culture of J apanese bunching onion. The rate of initial cell division 
was investigated 10 days after incubation; n=3. Different letters 
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Fig. 3-8. Effect 0ぱfs釦uω1起悶Cαroωse(βSuω1比C仏.よglucose (Glu.) and mixtures 0ぱf吐也le臥tw勺O 
on initial cell division in protoplast culture 0ぱfJa叩panesebunch悩1甘mg0凶O∞n.
百lerates of initial cell division were investigated 10 days after incubation. 
The osmolali句rof each medium was adjusted to 0.61 osmol • kg1 with 
mannitol. Mean values企omthree independent experiments of petri dishes 
are shown. Different letters indicate significant differences at the 5 % 



















Fructose concentration (M) 
0.05 
。
Fig. 3・9.Effects of fructose on initial cell division in protoplast 
culture of J apanese bunching onion. The rate of initial cell division 
was investigated 10 days after incubation; n=4. The osmolality of 
each medium was adjusted to 0.61 osmol・kg-1with mannitol. 
Different letters indicate significant differences at 5 
% level by Duncan's multiple range test. 
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Table 3・5. Effect of three vitamin -types on initial cell 
division in protoplast culture of J apanese 
bunching onion. 




Cell division rate Y 土 Standard
deviation (%) 
6.0 土 3.2 b x 
10.3 土1.7 a 
4.3 土1.8 b 
z B5;Gamborg et al.(1968)，TM-2;Shahin 
(1985)，8P; Kao et al. (1975). 
Y The cell division was evaluated by counting the 
number of dividing cells among the 200 -300 viable 
cells 10 days after incubation; n=5. 
x Different letters indicate significant 
differences at the 5 % level by Duncan's multiple 
range test. 
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No.ofωE ∞Inantl沼包on ∞10副館島!rIlledz 
(mM) 。 7.0 a 
0.56 42.0 d 
2.22 15.3 b 
8.88 19.3 b 
25.53 13.7 b 
35.52 33.7 c 
z 仁~U ∞h画部血 6cmcul旬毘 dishwere血wぬ伊加d43
白ysafter cultぽe.問畳語路軍lt1et飴'1'8m 也e ∞~umn
represe叫 Rignificant必fere盟問by以mcan'sm叫話ple
range test at 5 % level匂二3).
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一形成数も， 33.7偲と 0.56mMの濃度区に次いで比較的にコロニー形成数が
多かった.2.22， 8.88および 25.52mMのコロニー形成数は，それぞれ 15.3，
19.3および 13.7個で 0.56 mMの添加区の半分以下と少なかった.
アスコルビン酸の試験はTM-2に含まれる 0.0028mMに加えて，0，1， 2，お








度に加えて， 0， 1， 2， 4，および8mMの濃度を添加して試験を行った.その結
果を Table3・8.に示した.前試験と同様に試験区の表示は添加した濃度とした.
システイン無添加の場合はコロニー形成は認められなかった. 1mM以上の添













虫記b1e3・7. E動 tsof錨∞Irbicacid in pro白p凶 culture















Z O.∞128 mM錨∞Irbicacid in TM-2 v並ammsw，ぉ not
acroUDJ腿4
Y Ce1 ∞Jonies血 6cm cul旬詑 dishwere血V部昭島d40
days after culture. 日島~rent 1et陸間血出e∞Ilumn
rep跨鵠ntsi伊遁.cantdi島，ren偲sby Duncan's multiple 
range飴stat 5 % level 匂~.
-54-
百出8六8. Efiects of cysteine in p:ro旬plastculture medium on偲E
∞，1ony furmation in Japane艶 bunch泊go国on.
匂臨時










y 偽I∞，1oniesin 6 cm culture diS註wereinveぬ伊加d34必ysafter
四此田e.Diffu時国 let飴脂血也eco1umn repre鉛凶岳伊遁.cant












1，540 4.7 b 
2，870 0.3 c 
z α)()l white畳.uoresant1amps (Na討.onalFL4(渇S.EX-N/37)
wereu錦 4
y 仁~ll ∞h国es in 6 cm cul加redish were血w甜ga飴d34
也ysa:fter culture. DifI註rentlet陸部血也e∞hunn
represent垣伊議開成福島民泊郎防 Duncan忌m叫tiple
range臨 t拭 5% level (n=4). 
? ?
20個の添加数で試験を行った.その結果を Table3・10.に示した.ナース細
胞を添加しない場合には 11.0%の初期細胞分裂率となったが， 2， 5， 10，およ









場合でそれぞれ 0.78，0.90 osmol • kg-1となった.
培養 10日目のグ、ルコース濃度を測定した結果，ナース細胞無添加と添加で





いて， 0.10， 0.15， 0.20， 0.25および 0.30Mの5水準でシュート形成率を比較
した.その結果を Table3・11に示した.0.15 M のショ糖濃度区で置床した
15個のカノレス中の 7個 (46.7%)で、シュートが発達し，最高のシュート形成
率となった(Fig.3・11.A).続いて 0.20M区で 15個のカルス中6個(40.0%)， 







由記b1e3・10. E島ctsof nurse 01 clum.ps on 01 division in 
Japan脚 bUIlJ必ngomo乱
No.of nurseωE Celdi:吋話onY
clumps added z ぐ%)。 11.0 a 
2 7.3 ab 
5 4.3 bc 
10 3.3 c 
20 2.1 c 
Z 仁~11clumps wi也1.5-2.0 mm indiame飴rwereadded in 
出.eproな>plastCl此uredish. 
y 白ldi:吋品onw，部血LVesti伊岱d10 days after culture. 
Difl毎跨ntlet飴脂血也e∞Jum.nrep肥sentsi伊通信nt




With nurse cel clumps 。・0














? ? ? 。
? ?
? ? ? ? ? 。 ? ? ? ? ?
? ?
10 8 6 4 2 。
Days after culture 
Fig.3・10.Osmolality change in protoplast culture medium 
incorporated with or without nurse cell clumps. lnitial 
osmolality of medium was set up at 0.60 osmol・kg-1.Each 
point represents the mean value金omthree replications. 
Vertical bar indicates standard deviation. 
???
宮地 3也. Effects of suc:ro艶∞n銅版討onon plant 
跨 generationfrom pro加IPlast也!rived 偲llus血 Japane艶
bun必ngo国on.
Sucrose No.of回並 No.of ca盟 Regeneration 
∞uantration inocula飴dz WI也snα光sY freque町
(M) 仏) (B) 宙人%)
0.10 15 5 33.3 
0.15 15 7 46.7 
0.20 15 6 40.0 
0.25 15 4 26.7 
0.30 15 2 13.3 




Fig.3・11.Plant regeneration from protoplast-derived calli of 
Japanese bunching onion. (A) Development of shoots from 
protoplast回derivedcalli， (B) Whole plant recovery， (C) Accli-























単離することと考えられる.すなわち， リーキ (Buiteveldand 
Creemers -Molenaar， 1994)とタマネギ (Hansenet al.， 1995)では懸濁培養








指した.ネギのプロトプラスト培養を始めるに際して， Wang et al.(1986)の

















について詳細な検討を行った.Dunstan and Shoot (1977)はタマネギのカル























植物生長調節剤の試験では， 2μMの 2，4・D と 0.2または1.0μMの
BAPを組合わせた場合に細胞分裂率が高かった.Karim and Adachi (1997)は
タマネギのプロトプラストを対象として植物生長調節剤の試験を行い， 4.5μ 
























処方のピタミン類が利用されているが (Buiteveldand Creemers -Molenaar， 











を検討した.アスコルビン酸は 1血 M の添加で効果が認められた.一方，シス
テインは 1mM以上で効果があり，8mMでで、最高の分裂率となつた(Tab1e3-7 
および Table3圃8.)ト.しかし，システインはアリシンの前駆物質であることが







































Table3・12. Proposed medium ∞mposition for protoplast culture of Japanese bunching 
oruon. 
Constituents Concentrations 
Inorganic Ss1ts z 
KN03 506 mg/l (5.0 mM) 
NH4N03 320 (4.0 " 
NHA2P04 230 (2.0 " 
NH4C 1 108 (2.0 " ) 
NaH2P04・2H20 172 (1.1 " 
CaC 12・2H20 450 (3.0 1 ) 
MgC 12・6H20 203 (1.0 " ) 
FeS04・7H20 27.9 (0.10 If) 
Na2EDTA 37.3 (0.10 ，) 
MnS04・4H20 13.2 (0.045" ) 
HaB04 3.0 (0.049") 
ZnS04・7H20 2.0 (7.0 μ五の
CUS04・5H20 0.039 (0.1 " ) 
回 0.75 (4.5 " ) 
CoC 12・6H20 0.025 (0.11 " ) 
NaM004・2H20 0.25 (1.0 1 ) 
Sugsrs and Sugar Alcohols 
Sucrose 34.25 g/l ω. 10M) 
Glucose 18.00 (0. 10 1¥の
Fructose 4.50 (0.025 M) 
Mannitol 40.80 (0.22 M) 
百組lIl1DSY
Nicotinic acid 2.50 mg.江
Thiamine hydrochloride 10.0 
Pyrido泊nehydrochloride 1.0 
Folic acid 0.50 
Bio討a 0.05 
Calcium pantothenate 0.05 
Choline chloride 0.10 
Glycine 0.50 
Casamino acids x 150.0 
Cysteine 175.6 
Ma1ic acid 10.0 
Ascorbic acids 176. 1 





2，4-D O.44mg/l (2.0μM) 
BAP 0.23 " (1.0 " 
Others 
島自S(pH buffer) w (20mM) 
pH 5.8 
Note) z : modi五.edBDS mediumωuns胞nandSho抗，1977)
Y:mo組 edτ'M-2formula (Shahin， 1985) 
z: acid-hydro1yzed偲 sein(DIFCO) 















osmol' kg-1 前後が適した.0.2M のショ糖と 0.2グルコースを組み合わせる
と，細胞分裂が向上した.最終的な糖組成としては，ショ糖，ブドウ糖および
果糖濃度としてそれぞれ 0.2，0.2， 0.05 M の添加が適当と考えられた.ビタミ
ン類はTM合処方 (Shahin，1985)が適当であるが，イノシトーノレ濃度は 100



























してマニトール 0.67M を添加し pH 5.8 とした基本調製液に，
2(N "morpholino) ethanesulfonic acid (MES)の無添加と 5mM添加の
2水準に，塩化カルシウム 0，0.5， 1.0， 2.5および 5盟 M の 5水準を
添加した合計 10種の締胞懸濁液を調製して供試した.細胞融合装置は
島津 SSH-10，融合チャンパーは同社製の FTC-04を用いた.電気条件
は，交流周波数 1MHz，交流印加電圧 40V，交流印加時間は 1分間に
設定し，パールチェインの形成 (Zimmermannand Scheurich，1981) 








のパルス電界強度について検討した. 1.0， 1.25， 1.50， 1.75および 2.0
kV.cm-1の 5水準を設定した.さらに，締胞懸濁液は基本調製液に 5
mM MESまたは 0.5mM塩化カルシウム添加の 2種を用いて，両者
を比較検討した.その他の竃気的条件は，交流周波数 1MHz，交流印
加電圧 80V，交流印加時間 20秒，およびパルス幅 50μ 秒として，パ
ルスを 2回印加した.ネギおよびタマネギプロトプラストは等量混合










調査は前試験と同様とし 5反復で試験を行った.さらに， 50， 100 
および 150μ 秒の 3水準のパルス幅について試験を行った.条件設定
は交流印加時間の試験と同様であるが，試験は 3反復した.
4・1・4.締胞密度
ネギおよびタマネギプロトプラストを等量混合し， 0.5， 1.0， 1.5お
-70-






























Fig. 4-1. Micrographs of pearl chain formation by 
the application of AC field in protoplasts of Japanese 
bunching onion. A: Before application of AC field， 
B: After application of AC field (lMHz -40 V for 1 min). 
Bottom shade in the figure shows an electrode of fusion 
chamber. Horizontal bar indicates 50μm. 
????
τable 4-1. E島c胎 of回踊um拘置1釦 dMESZonp儲 rl・chain
a2四国首onY inproな>pla説sofJapane艶 bunめmgo国onandbulbonio札








Z 2(N-mo叩ho1ino)ethanesu1funicacid ; 5 mM. 
YDe伊 eofpearl・chainfurmation: +;組出lyfurmed， +; slightly島問led，





? ? ? ? ?
With MES Without 
??
-73-
一方， MES添加液では o '"-1. 7%と前者に比べてその形成率は明ら
かに低かった.パルス電界強度についてみると，その強度が高いほど
ヘテロカリオン形成率は高いが 1.5 kV. cm-1以上では 8%前後と大
差がなかった.パルス電界の印加時に顕微鏡観察を行った結果，
1.75kV・cm-1以上のパルス電界を与えると，タマネギプロトプラスト
の破壊が多く ，2.0 kV . cm-1では特に顕著であった (Table4・2.). 
4・2す.交流印加時開およびパルス堰
電気的細胞融合のためのその他の 2種の電気パラメターについて検





50μ 秒のパルス幅で最大値 5.7%となった (Table4・4.). 顕微鏡下で




ネギとタマネギプロトプラストを等量混合して， 0.5， 1.0， 1.5およ
び 2.0X 105個 .ml-1の細胞密度を設定し，未融合細胞，ヘテロカリオ
ン，ホモカリオンおよび三重以上の融合細胞を調査した (Fig.4・2.). 
細胞密度を 0.5，1.0， 1.5および 2.0X 105個 .ml-1とすると，総融
合細胞率はそれぞれ 9.8，20.1， 24.4および 27.2%と融合率が向上し
た.しかし，ヘテロカリオン形成率についてみると， 1.5 X 105個 .ml 
-1の細胞密度の場合に最高値 7.1%となった. 2.0X 105個 .ml-1では
むしろ低下して 5.8%となった.また，細胞密度が高くなると，三重以
-74一


















1. 7 b 
1.6 b 
0.4 a 
2.00 8.2 b -x 
z Perant of heterokaryons 0叫 of初旬1protoplas胞.D翻 indica飴
me岨叫.uesfrom也reerep1ications. Different le伽脂血也e
iden位沼1∞Jumnindica飴岳伊遁m蹴街宣erenasat由e5 % level 
byDun倒的m叫討plerange飴st.
Y Calcium; 0.5 mM， ~但S;5m肱
Z nottes胞4
宮出~ 4'・3.E動 tsof initial AC齢制御，eon he脳血ryon
伽盟組onbe伽'eenJapane艶 buncbing0国onand bulb 0国on
pmな苧h説S宅








Y Perant of h脚 rokary∞S out of旬伺1protoplas胞.Daぬ
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血也erolumn indicate siO'Dl筑間nt必島，renas戯曲e5 % level 
byDun偲n'sm叫:匂，lerange飽st.
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混副b1e 4-4. E島c胞 ofpulse wid也 onheterokaryon 




50 5. 7 b 
100 5. 3 b 
150 2. 7 a 
z pu1a五elds佐eng也wasapp1ied at 1.5 kVIαn. 
y Perant ofhe抱rokaryonsout of加也lpro句，las包助組担画国:temean 
valu館長沿血也reerep1ica説ODS.民島田ntle伽脂血血eoolumn詰dicate
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白ω』  『 5 
。
0.5 1.0 1.5 2.0 (x 1 05・ml-1)
Protoplast density 
Fig.4-2. E妊ectsof protoplast density on fusion formation 
between japanese bunching onion and bulb onion. Protoplast 
fusion was conducted by use of Shimadzu somatic hybridizer 
SSH-10 and fusion chamber FTC-64. Parameters of electrofusion: 
AC field， 1 MHz， 80 V • cm-¥ 20 sec; DC field， 1.5kV・cm七
50μsec pulse width; two pulse treatments at a 10 sec interva1. 
Data were mean values from four replications. 
????
上の融合細胞が顕著に増大した.すなわち， 0.5 X 105個 .ml-1の場合，







められた (Zimmermannand Scheurich，1981). 電気細胞融合が開発
される以前は， PEG (Kao and Michayluk， 1974) などの化学的処理
によって細胞融合が行われ，一部の試験では現在でも利用されている.









































ス電界強度については， 1.5 kV ・cm-1以上でヘテロカリオン形成率は








秒が適当と判断された (Table4・3.).さらに，パルス幅としては， 50 



















































生品種‘改良伯仲15号，(Allium fistulosum L.， 2n=2x=16) および早
生品種‘早どり伯州 ，(A. fistulosum L.， 2n=2x=16) を用いた.一方
の融合親として，細胞質雄性不稔 (CMS) 遺伝子を持つタマネギ(A.






検索した.その処理濃度は， 0， 2.5， 5， 10及び 20mMとした.ネギ
プロトプラストを単離した後 0.63M マニトール， CPW無機塩
(Frearson et al.， 1973)および 5mM MESを含み pHを 5.8に調
整したそれぞれの濃度の IOA液にネギプロトプラストを懸濁し， 4 oC， 
? ??
15分間の処理を行った.処理を完了したプロトプラストは，プロトプ
ラスト培養培地で 2.0 X 105個 .m 1 -1の細胞密度とし，その 2.5ml 






3.0 X 105 個 .ml-1の細胞密度となるように細胞融合液に懸濁した.綿
胞融合液は第w章で確立した 0.5mM塩化カルシウムを含む 0.71M 
マニトール液(p H 5.8) を用いた.ネギとタマネギのプロトプラスト




流初期印加電圧 80V，交流初期印加時間 40秒，パルス幅 50μ 秒，





























各供試材料の葉身 0.1gから， ISOPLANT (ニッポンジーン)を用




えて行った.まず，葉緑体 DNAの rbcL-ORF106領域(約 3.2kb)を
増幅するプライマーを用いて PCRを行った. PCR反応は，鋳型 DNA
130ng，プライマー 36pmol， MgCb 1.5 mM， dNTPs 0.1 mM， LA Taq 
-84-
DNA polymerase (TaKaRa) 1.25 unit，および LATaq DNA polymerase 
添付バッファーを含む 50p.lの反応液で行った.反芯条件は， 920Cで
30秒間の予備変性を行い， 920Cで 1分間， 550Cで 1分間，および 700C
で 4分間の反応を 30サイクル行った後， 700Cで 7分間の最終伸長を行
った.増幅産物を Quantum Prep PCR Kleen Spin Columns 
(BIO-RAD) で精製した後，Alu 1， Ase 1， Hinf 1， Pst 1 ，および




核 DNAの解析は PCR-RFLPおよび RAPD法によって実施した.
PCR-RFLP法は， Buiteveldら(1998)の報告に若干の修正を加えて行
った.まず， リボゾーム DNAの Internaltranscribed spacer region 
(ITS領域，約 0.7kb) を増幅するプライマーを用いて PCRを行っ
た. PCR反応は，鋳型 DNA100ng，プライマー 50pmol，dNTPs 0.4 
mM， KOD Dash DNA polymerase (TOYOBO) 1 unit，および KOD
Dash DNA polymerase添付パップア}を含む 50p.lの反芯液で行った.
反応条件は， 94'Cで 1分間の予備変性を行い， 94'Cで 1分間， 50'Cで
1分間，および 72'Cで 2分間の反応を 35サイクノレ行った後， 72'Cで
5分間の最終伸長を行った.増幅産物を QuantumPrep PCR Kleen 
Spin Columns (BIO-RAD社製)で精製した後 ，Dde 1 (NEW 


















吸引しながら 0.25M HClをゲノレ上に注ぎ， 4分間脱プリンした.同様
に吸引しながら変性液 (0.5M NaOH， 1.5M NaCl )で 4分間変性し，
さらに，中和液 (1M Tris' HCl， 2 M NaCl ， pH 5.0) で4分間中
和した.この後， 20 x SSCでゲノレを覆い 1時間吸引しトランスファー
した. トランスファー終了後， 80tで 10分間乾燥させ， UVでクロス
リンク (50温 Joule1794cm2 )させた.イネのミトコンドリアに特異
的な遺伝子 cox1 (Cytochrome oxidase subunit 1)を含むクローンの
挿入断片のみを PCRで増幅した.増幅した DNA断片は電気泳動後ゲ











供試した 2品種のプロトプラストの反応に相違が観察された. 2.5 
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Fig.5・1.Effecぉofiodoaceta血ide(IOA) on colony fonnation企om
protoplasts並Japanesebunching onion CV.‘K話ryo・h武田hu
5 Gou'組 d‘Hayadori-hak:ushu'. Colonies in 6 cm dish were 
scored a:fter 45 days of culture. The data were expressedぉ
percentages over the control (100 % at IOA 0 mM); each 








































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 5-2. Photographs of colony development丘omprotoplast 
白sionbetween Japanese bunching onion cv. 'Kairyou-hakushu 
5 Gou' and bulb nion cv. 'Sekihoku'. (A) Colony development 
from fusion profucts after a month culture， scale bar expresses 
200μm. (B) Colony formation after 45 days culture; (a) in the 
figure shows control protoplast culture of Japanese bunching 
onion， (b) IOA-treated protoplast culture of Japanese bunching 
onion， (c) culture ofprotoplast fusion between IOA-treated 
Japanese bunching onion and bulb onion. (d) control protoplast 






れ 196個と 129個の 2mm大以上のカルスへと発達した.カノレスを再



















みると (Fig.5・5)，KS-6および KS-7は 50前後に第 1ピークが検出













































































































































































































































































Fig. 5-3. Photographs of plant regeneration企om白santcali 
between Japanese bunching onion cv. 'Kairyou-hakushu 5 Gou' 
and bulb onion cv. 'Sekihoku'. (A) Development of shoots from 





a b C 
B 
Fig. 5-4. Morphology of regenerated plants from protoplast fusion 
between Japanese bunching onion and bulb onion. (A) Acclima-
tised plants in a greenhouse， (B) Leafblade ofregenarated plant 
and itsfusion parents; (a) indicates bulb onion cv. 'Sekihoku'， (b) 
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Fig. 5-5. Flow-cytome凶canalysis of nuclear DNA content in 
regenerant plants derived企omprotoplぉt白sionbetween Japanese 
bunching onion cv.'Kairyou-hakushu 5 Gou' and bulb onion 
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Fig. 5-6. Flow-cytometric analysis of nuc1ear DNA content in regenerant plants 
derived from protoplast白sionbetween Japanese bunching onion cv. 'Hayadori・
hakushu' and bulb onion cv. 'Sekihoku'. HS-l， 2， 3， 4， 5， 6， 7， and 8 indicate 
regenerant plant lines. 
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ークよりも高かった. KS-4は 75前後に第 1ピークが出現した. KS-1 
および KS-5は約 100前後に第 1ピークがあった.
これらの結果から 2倍体ネギを 2C と表記すると， KS-6は 2C，
KS-7は 2C+4C， KS-4 は 3C，KS-1および KS-5は 4Cと，それ
ぞれが表記される (Table5・3). 
他方のネギ‘早どりイ白州'とタマネギ‘せきほく'との組合わせで
は， HS-1， HS-3， HS-4， HS-5， HS-6，および HS-7は 50前後に第
1ピークが検出された.ただし，これらの中で HS-1，HS-3，および
HS-6の 3個体は第 1と第 2のピーク差がほとんどなかった. HS-2お
よび HS-8の 2個体は 100前後に第 1ピークが検出された.前記と同
様にネギの倍数性を 2Cとすると， HS-4， HS-5および HS-7は 2C，
HS-l， HS-3および HS-6の 3個体は 2C十4C，HS-2および HS-8の 2
個体は 4Cとそれぞれ表記される (Table5・3.).
次に， KS-1および HS-8の 2個体について，染色体数を調査した.
その結果，再分化植物の KS-1および HS-8の 2個体は両者ともに，
2n=32本の染色体を有していた (Fig.5・7.). 
5-2・5.核 DNAの解析






のそれは切断されて約 200と500bpの 2本の DNA断片となった.再
分化個体の中で， KS-1および HS-8の 2個体は約 200，500および 700
bpの 3本の DNA断片が検出された.他の 14個体はすべて 700bpの
みが検出され，ネギのそれと関ーであった.
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Table 5-3. In vitro grow也 andflow cytome凶canalysis of plants derived 
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Fig. 5-7. Metaphase plate of root tip cells from 




















































































































































































































の DNA断片が得られた.ネギとタマネギからの増幅産物を Alu1 ，Ase 




















M fK c KS-1 KS-2 KS-3 KS-4 KS-5 KS-6 KS-7 KS-8 M 
M fH c HS-1 HS-2 HS-3 HS-4 HS-5 HS-6 HS-7 HS-8 M 
Fig. 5-9. Restriction pattems of the Taq卜 digestedrbcL-
ORF 106 region of cpDNA in Alliumβstulosum cv. 
Kairyou-Hakushu 5 Gou' (水)and ‘Hayadori-Hakushu' 
ゆ-I)，A. cepαcv. ‘Sekihoku' (c)， and regenerated plants. 
KS組 dHSplan臼areshown in Table 3. M: DNA size markers 
witha 100ω10∞bp ladder and 1500 bp.百lewhite arrows in 
由efigure indicate A. cepa specific bands. 
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Fig. 5-10. A profile of southem blot hybridization. 
Total DNA was extracted from each plant and digested 
with Eco R 1 . Mitochondria-specific DNA fragment， 
cox 1 ， was used as a probe. 
Af1 and Af2 : J apanese bunching onion 
Ac 1 and Ac2 : Bulb onion 
KS-l: Fusant plant 












3mM-3分間 (Liuet al.， 1996)あるいは 7mM-10分間 (Sa孟aiet al.， 
1996) ，アルフアルファでは 6mM-10分間，リーキでは 4から 7 mM 




ニンジンでは 15mMと高濃度の報告例(Imamuraet al.， 1988) もあ
ることから，一般的には， IOAによるプロトプラストの不活性化濃度




















した 15個体の再分化植物中 4個体 (27%)はネギの DNA含量の 2
倍を有しており 4倍性の植物と判断された (Table5・3.). さらに，
KS-1 とHS-8の 2個体について染色体数を調査した結果， 32本の染
色体を有していたことから (Fig.5・7.)，これら 2個体はネギとタマネ
ギとの複 2倍体 (2n=4x=32) と考えられた.また，再分化植物の










核ゲノムlこ特異的な rRNA ITS領域の解析では，再分化植物 16個



































電気細胞融合により，ネギ (Alliumfistulosum L.， 2 n = 2 x = 16) 
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る研究 (Otsukiand Takebe， 1969; Bawa and Torrey， 1971; Schnabl， 
1980; 田代ら， 1984;大津・高柳， 1984; Feller， 1993)が精力的に進め
られた.しかし，その再現性のあるプロトプラスト培養系に関する研
究は 1990 年代に入ってからで，リーキ (Buiteveld and 
Creemers"Molenaar， 1994)，タマネギ (Hansenet al.， 1995)，ニン
























れている(慶近， 1999). Shepard et al. (1980 )は，ジャガイモの 1
品種の‘ラセット・パーパンク'でプロトプラストからの植物体再生
系を確立し 1万個体以上の植物体を育成した.これらを関場レベル
でジャガイモ斑点病(病原菌 ;Phytophthora infestans) の検定を行
ったところ， 20個体の抵抗性のクローンが得られた.本研究では未検
討となったが，プロトプラストからの再生植物‘protoclone'(Binding 























トに X線 (Feheret al.， 1992; Sakai and Imamura， 1993; Kisal玉aand 
Kameya， 1994)，ガンマ線 (Kaoet al.， 1992; Schoenmaker et al.， 












属植物においても RAPD(Havey et al.， 1996; AI-Zahin et al.， 1997) ， 
RFLP (Harvey et al.， 1996; KiKetal.， 1997; Sato，1998; Yamashita et 
al.， 1998; Harvey and Leite， 1999， Yamashita et al.， 2000; 
Yamashita et al.， 2001) ，サザンブロット法 (Havey，1995; Buiteveld 
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.川.(Bulb 0111011-Steri1ization of seeds (Japanese bunching onion) 
+ 


















































F~.~l.Ascheme おrdeveroping somatic hybrids or cybrids between 
Japanese bunching onion and bulb onion. 
組111-

























伝子は見つかっていない.一方，タマネギ (Alliumcepa L.， 2 n = 2x = 
16) は本病に対して比較的抵抗性であることが知られていることから
(Jennings et al.， 1990)，ネギとタマネギとの体細胞雑種を育成するこ
とによって本病に抵抗性の遺伝子の導入が可能と考えられる.後者の問
題点については細胞質置換により育成される雄性不稔系統を利用した
F1品種の開発が有効である (Yamashitaet al.， 1999). 近縁種からの核
あるいは細胞質遺伝子の導入は体細胞雑種の育成によって可能である






ネギのカルス誘導は， BDS培地 (Dunstanand Short， 1977) を基本
培地として，これに 0.2M ショ糖， 4.5μM 2，4-dichlorophenoxyacetic 


















ストの単離は酵素液中のマニトール濃度を 0.6M にした場合に 9.6X
106 個・19FW-1 と最高値を示し，フルオレセインニ酢酸染色による生




ルモンは 2μM2，4・D と 1μMBAPの組み合わせで細胞分裂率が最高
値を示した.プロトプラスト培養のための浸透圧は 0.60osmol-kg-1 
前後が適当であり， 0.2 M のショ糖， 0.2 M のブドウ糖，および 0.05M
の果糖の添加で細胞分裂が促進された. 3種のビタミン組成を検討した
結果， TM-2 (Shahin， 1985)が最適であった.さらに，イノシトール，







変 MS培地を用いて植物体再生試験を行った. 2 -3ヶ月後には置床し













スト融合のための電気パラメーターは， 1. 5 k V -cm -1 のパルス電界強度，




電気細胞融合によりネギ (Alliumfistulosum L.， 2 n = 2 x = 16) 
















A local variety of Japanese bunching onion (Alium nstulosum L.， 2 n = 2x 
=16)，‘Hakushu・negi'belonging to the variety group ‘Senju'， has been 
selected for taste by mass selection and cultivated in Tottori Prefecture. 
There remain， however， problems of susceptibility to rust disease caused by 
Puccinia ali and a lack of uniformity in growth due to open pollination. To 
resolve the former problem， resistant genes for rust disease should be 
introgressed， though these genes are not exist in the varieties of J apanese 
bunching onion. On the other hand， bulb onion (A. cepa L.， 2 n = 2 x =16) is 
comparatively resistant to this disease (Jennings et al.， 1990) and these 
genes can be introgressed by somatic hybridization. To dissolve the latter 
problem， alloplasmic male sterile strains are useful to develop the F1 hybrid 
in Japanese bunching onion (Yamashita et al.， 1999). The introduction of 
nuclear and/or cytoplasmic genes企omrelated species should be possible 
with the technology of somatic hybridization (Karim and Adachi， 1996). 
In this respect， this study focused on the development of the somatic 
hybrid plants between Japanese bunching onion and bulb onion. To do this， 
the biotechnological methods， such as cell suspension culture， protoplast 
culture and subsequent plant regeneration， and electric protoplast fusion 
systems were established . 
1. Establishment of cell suspension cultures and plant regeneration in 
Japanese bunching onion. 
Callus induction for Japanese bunching onion was established on BDS 
medium (Dunstan and Short， 1977) supplemented with 0.2 M sucrose， 4.5 
μM 2，4-dichloropheno勾Taceticacid(2，4・D)，0.44μM6・benzylaminopurine
(BAP) ， and 1.0 g ・1-1 casamino acids. Stem disc of plantlet or apical 
meristem region of mature plant was available as an explant of callus 
?????
induction. In practical use， stem disc was useful because it could be utilized 
al the year round in seed-producing varieties of Japanese bunching onion. 
To establish cell suspension culture in J apanese bunching onion，長ltration
of cell clumps by use of stainless steel sieves with 1 mm pore size was 
essential. It resulted that BDS medium supplemented with 200 mg -1-1 
casamino acids was suitable for cell suspension culture. It also revealed 
that higher proliferation rate ofthe cytoplasm-rich and non-vacuolated cells 
was achieved in the medium supplemented with 0.2 M sucrose. The highest 
rate of plant regeneration from callus was obtained on the medium 
supplemented with 0.5μM α-naphthaleneacetic acid (NAA.) and 1.0μM 
BAP. The addition of casamino acids was effective for plant regeneration. It 
revealed that plant regeneration was capable within the 7th subculture at 
the rate of around 70 %， however， at the 14th subculture plant regeneration 
was not observed. 
2_ Establishment of protoplast culture and plant regeneration in 
Japanese bunching onion. 
Several conditions were examined for isolation and culture of protoplasts. 
For isolation of protoplasts， the optimal concentration of mannitol in the 
enzyme solution was 0.60 M. In this condition， 9.6 x 106 protoplasts・19
FW-1 was yielded and the viability of these protoplasts were above 95 % by 
the test of fluorescent diacetate (Larkin， 1976). For the isolation and 
purification of protoplasts by centrifuging， the force condition of 60 x g was 
suitable. 
Based on BDS inorganic salts， nutrient media suitable for protoplast 
culture were investigated. The optimum cell division was achieved with 5 
mM potassium nitrate and a combination of 2μM 2，4-D and 0.2 or 1μM 
BAP. The suitable osmolality for protoplast culture was around 0.60 
osmol-kg ・1，whereas a combination of 0.2 M sucrose， 0.2 M glucose and 0.05 
-118-
M fructose accelerated cell division. It resulted that TM -2(Shahin， 1985) 
was most e質的tiveamong the three vitamin-types tested. Furthermore， it
also revealed that suitable concentrations of inositol， ascorbic acid and 
cysteine was 0.56 mM， 1 mM， and 1mM， respectively. 1n addition， 
illumination for protoplast culture was deleterious. 
The protoplasts developed into colonies by gradual reduction of sugar 
concentration. After 45 days of culture， numerous micro-calli formed which 
were subsequently transferred to a callus formation medium. Plantlets were 
regenerated by transferring protoplast-derived calli of ca. 2 mm in diameter 
to a modified Murashige-Skoog medium. Ofthe 75 calli inoculated， 24 (32%) 
gave rise to green shoots on a regeneration medium 2 to 3 months after 
inoculation. These shoots rooted when cultured on a hormone合eemedium. 
These plantlets were successfully acclimatized and grew normally in a 
greenhouse. 
3. Conditions of electric pro初plastfusion between Japanese bunching 
onion and bulb onion. 
For the purpose of developing somatic hybrid plants between J apanese 
bunching onion and bulb onion， effective and reproducible conditions for 
electric protoplast fusion were examined. Comparative studies of various 
combinations on composition of fusion solution， electric parameters for 
fusion and protoplast density were carried out and suitable conditions could 
be clarified. White protoplasts of Japanese bunching onion were isolated 
企omsuspension cultured cells and green protoplasts of bulb onion were 
from young leaves with chloroplasts. These were fused each other and the 
heterokaryons were distinguished from others. The 0.5 mM calcium solution 
was most suitable for electrofusion. The optimum electric conditions for 
protoplast fusion were identified; 1.50 kV • cm -1 for pulse五eldstrength， 40 
seconds for AC time， and 50μsecond for pulse width. The highest yield of 
??????
protoplasts・mr1.
4. Production of somatic hybrid plants between Japanese bunching onion 
and bulb onion via electrofusion 
Interspecific so血atichybrids between J apanese bunching onion (Alium 
fistulosum L.， 2 n = 2x= 16) and bulb onion (A. cepa L.， 2 n = 2x= 16) were 
produced by the electorofusion of protoplasts. A concentration of 
iodoacetamide (IOA) suitable for inhibiting the formation of colonies企om
protoplasts in Japanese bunching onion was used. IOA-treated protoplasts 
of J apanese bunching onion and untreated protoplasts of bulb onion were 
mixed together and fused， with the expectation that only heterokaryons 
would selectively develop into colonies. Four hundred and seventeen 
colonies had formed from fusion products after 45 days culture and 
approximately 80 % of them grew into calli. Plant regeneration was 
achieved for 33 out of 325 (10.1 %) calli. Some regenerants expressed 
abnormalities but two were successfully transplanted in a greenhouse. 
Cytogenetical and DNA analyses revealed these two regenerants to be 
amphidiploids (2 n = 4 x = 32). Furthermore， itwas shown that another 
three regenerants possessed the nuclear genome of Japanese bunching 
onion while their chloroplasts were from bulb onion. The application of 
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